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肝细胞水化状态对细胞某些代谢的影响

赵利斌 ,郝　飞　　(第三军医大学附属西南医院感染病科 、全军传染病专科中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨不等渗条件下肝细胞水化状态改变对某些代谢的影响。方法　动态观察培养鼠肝

细胞[ 3H] 亮氨酸 、[ 3H] TdR掺入量 , 肝细胞膜 Na+ K+-ATP 酶及上清液中 ALT、AST、LDH 活性。结果　培养

120 min ,与等渗组比较 , 高渗组肝细胞[ 3 H] 亮氨酸和[ 3H] TdR掺入量分别减少 72.99%和 65.70%(P <

0.001),低渗组减少 15.94%和 10.41%(P >0.05)。高渗组肝细胞膜 Na+ K+-ATP 酶活性增高 , 低渗组降

低 ,与等渗组比较差异显著(P <0.05 与 P <0.01)。肝细胞膜 Na+ K+-ATP酶活性与[ 3H] 掺入量在低渗组

呈非常显著负相关 ,高渗组呈非常显著正相关(P <0.001)。培养上清液 ALT、AST、LDH 活性在正常范围内

波动 。结论　肝细胞水化状态可作为影响肝细胞代谢的触发因素 ,而 Na+ K+-ATP 酶活性改变可能是这一

状态下细胞代谢调节机制之一。

　　关键词:肝细胞水化状态;代谢影响

　　中图法分类号:R322.47;R329.2　　　　 文献标识码:A

Effects of hepatocellular hydration state on certain kinds of hepatocellular

metabolism
ZHAO Li-bin , HAO Fei(Clinical Center of Infectious Disease , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe certain metabolic changes induced by alterations of hepatocellular

hydration state under aniso-osmotic condition.Methods　Incorporating rate of [
3
H] leucine into protein

and that of [
3
H] TdR into DNA were measured and the activity of Na

+
 K

+
-ATPase of hepatocellular

membrane and that of ALT , AST and LDH in the supernatant of cell culture observed dynamically.Re-
sults　After the cells were cultured for 120 min , the incorporating rates of [

3
H] leucine and [

3
H] TdR

in the hepatocytes of hyper-osmotic group were significantly inhibited as compared with the normo-osmotic

and hypo-osmotic groups(P <0.01 and 0.05).These two rates were closely correlated in all the 3

groups(P <0.001).The activity of Na
+
 K

+
-ATPase in the hyper-osmotic group was markedly in-

creased but that in the hypo-osmotic group decreased as compared with that in the normo-osmotic group

(P <0.05 and 0.01).The two incorporating rates in the hypo-osmotic group were negatively but those

in the hyper-osmotic group positively correlated to the activity of Na
+
 K

+
-ATPase.The activity of ALT ,

AST and LDH in the supernatant of cell culture was within the normal range.Conclusion　The changes

in hepatocellular hydration state may be one of the physiological factors to modulate hepatocellular me-
tabolism , in which the activity of Na

+
 K

+
-ATPase of hepatocellular membrane might regulate the levels

of protein and DNA synthesis under this condition.
　　Key words:hepatocellular hydration state;metabolic modulation

　　近年来研究提示 ,细胞水化状态(即细胞容积)与

细胞功能状态密切相关 ,故有关细胞水化状态对细胞

功能的影响及其意义引人注目 。肝细胞水化状态 ,作

为一种触发信号 ,引发蛋白等一系列代谢改变
[ 1～ 3]

。

但是 ,肝细胞水化状态变化导致膜Na
+
 K

+
-ATP酶活
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性的变化规律以及对细胞内蛋白和 DNA合成的影响

尚不清楚 。本实验旨在通过观察肝细胞水化状态变化

后 ,对膜 Na
+
 K

+
-ATP 酶活性及蛋白 、DNA 合成的影

响 ,以探讨肝细胞水化状态调节细胞代谢的机制。

1　材料与方法

1.1　鼠肝细胞分离
　　雄性Wistar大鼠(180～ 200 g), 用体外肝细胞灌流法[ 4] 分离

纯化鼠肝细胞 ,活性 90%以上 , 预培养 20 h。分别换 210、320、
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450 m0sm 培养基(作[ 3 H] 掺入的培养基中含[ 3 H] 20 μCi ml 或

740 kBq)。用超微量渗量计核准渗透压 , 于培养 30、60、90、120

min进行检测 , 等渗(320 m0sm)培养组所测指标作对照组。

1.2　肝细胞容积测定
　　用 F-800 全自动血细胞计数仪测定 , 以 f1 表示。

1.3　[
3
H]亮氨酸与[

3
H] TdR掺入

　　参考Stoll等[ 5]的方法采集[ 3H] 掺入的标本 , LKB 1217型液

体闪烁计数器测定[ 3H]掺入的每分衰变率 ,再换算为[ 3H] 亮氨

酸与[ 3H] TdR掺入每毫克蛋白或 DNA 的飞摩尔(fmol mg)。

1.4　膜Na
+
 K

+
-ATP酶活性测定

　　按文献[ 6] 方法提取培养肝细胞膜后 , 用钼蓝比法测定

Na+ K+-ATP酶活性[ 7] ,酶活性单位以 nmol·mg-1·min -1表示。

1.5　ALT 、AST 、LDH活性测定
　　CX-全自动生化分析仪测定同期培养上清液中 ALT、AST 和

LDH 活性。测定等渗培养鼠肝细胞上清液中各种酶活性的平

均值并参考上述生化仪所提供的正常参数范围作正常值。

2　结果

2.1　肝细胞容积测定
　　肝细胞容积在低渗组最大 , 高渗组最小 , 与等渗组比较差

异非常显著(P <0.001),见表 1。

表 1　不同渗透压培养鼠肝细胞容积改变(f1)

Tab 1　The changes of hepatocyte volumes of rats under

aniso-osmotic conditions(fl)

Hepatocyte volume t

Hypo-osmotic(210 mOsm) 121.4±2.8＊＊＊ 40.67

Normo-osmotic(320 mOsm) 78.4±4.2

Hyper-osmotic(450 mOsm) 61.3±2.9＊＊＊ 12.98

＊＊＊:P <0.001 vs normo-osmotic

2.2　[
3
H]亮氨酸与[

3
H] TdR DNA掺入量

　　随培养时间延长掺入量呈曲线增加。 与对照组比较 ,培养

120 min后 ,高渗组分别减少 72.99%与 65.70%(P <0.05 , P<

0.001);低渗组减少 15.94%与 10.41%(P >0.05),见表 2、表 3。

表 2　不同渗透压培养鼠肝细胞[ 3H] 亮

氨酸掺入量(fmol mg ,  x ±s)

Tab 2　The incorporation rates of [ 3H] leucine in the hepatocytes

under aniso-osmotic conditions in rats(fmol mg ,  x±s)

Culture time(min)

30 60 90 120

Hypo-osmotic(210 mOsm) 3.15±0.59 3.89±0.41 5.17±0.67 3.82±2.43

Normo-osmotic(320 mOsm) 3.85±0.93 4.46±1.32 5.63±1.47 16.44±1.82

Hyper-osmotic(450 mOsm) 1.92±0.24＊＊＊ 2.45±0.28＊＊ 3.55±0.82＊ 4.44±1.10＊＊＊

＊:P <0.05), ＊＊:P <0.01, ＊＊＊:P <0.001 vs normo-osmotic

表 3　不同渗透压培养鼠肝细胞[ 3H] TdR DNA
　　　　　　掺入量(fmol mg ,  x ±s)

Tab 3　The incorporation rates of [ 3H] TdR DNA in

the hepatocytes under aniso-osmotic conditions
in rats(fmol mg ,  x±s)

Culture time(min)

30 60 90 120

Hypo-osmotic(210 mOsm) 4.42±1.07 5.39±0.64 7.18±1.26 11.10±2.00

Normo-osmotic(320 mOsm) 4.82±0.59 5.93±0.82 8.02±0.87 12.39±1.96

Hyper-osmotic(450 mOsm) 2.36±0.68＊＊＊ 3.40±0.83＊＊＊ 3.65±0.78＊＊＊ 4.25±1.0＊＊＊

＊＊＊:P <0.001 vs normo-osmotic

　　对不同渗透压培养鼠肝细胞[ 3H] 亮氨酸与[ 3H] TdR蛋白

与 DNA 的掺入量进行相关性分析 ,每组 24例 , r 值在低渗组为

0.9456 , 等渗组为 0.9475 , 高渗组为 0.8516 , 均呈非常显著正相

关(P <0.001)。

2.3　不同渗透压培养鼠肝细胞膜 Na
+
 K

+
-ATP 酶活

性测定

　　等渗组肝细胞膜Na+ K+-ATP酶活性在 92.71～ 95.00 nmol

·mg -1·min-1间波动 , 低渗组随时间延长逐渐降低为 88.17 ～

75.00 nmol·mg-1·min-1 , 高渗组逐渐升高为 97.17 ～ 107.33 nmol

·mg-1·min-1 ,培养 60 ～ 120 min 与等渗组比较均差异显著(P

<0.001 , P <0.01 和 P <0.05)。

2.4　肝细胞膜 Na
+
 K

+
-ATP 酶活性与[

3
H]亮氨酸 、

[
3
H] TdR掺入量的相关性分析 ,见表 4

表 4　不同渗透压培养鼠肝细胞膜 Na+ K+-ATP 酶活性与

[ 3H] 亮氨酸 、[ 3H] TdR 掺入量的相关性分析(n=24)

Tab 4　The relative analysis among the in corporation

rates of [ 3H] leucine, [ 3H] TdR DNA of the

hepatocytes and the activity of Na+ K+-AT-

Pase of hepatocyte membrane(n=24)

Incorporation of [ 3H] leucine

and Na+ K+-ATPase

Incorporation of [ 3H] TdR

and Na+ K+-ATPase

Hypo-osmotic(210 mOsm) -0.6920＊＊＊ -0.5798＊＊

Normo-osmotic(320 mOsm) 0.3351 0.4684

Hyper-osmotic(450 mOsm) 0.8328＊＊＊ 0.9108＊＊＊

＊＊:P <0.01 , ＊＊＊:P <0.001 vs normo-osmotic

2.5　培养上清液中 ALT 、AST 、LDH 活性变化

　　ALT、AST活性正常值为 6 ～ 45 IU L , LDH活性为 110 ～ 24.0

U L , 3 种酶活性在整个培养期内始终在正常临界范围波动。

3　讨论

　　研究认为 ,肝细胞水化状态是控制蛋白等一系列

物质分解的重要因素 ,细胞肿胀时抑制蛋白分解并激

活合成 ,而皱缩时则完全相反
[ 1 , 8]
。本研究在证实肝细

胞水化状态变化的基础上 ,用[
3
H]掺入法了解肝细胞

蛋白与DNA掺入的改变。结果显示 ,在培养期内(120

min)[
3
H]蛋白和 DNA掺入量以等渗组最高。与等渗
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组比较 ,低渗组轻度减少(P >0.05),而高渗组显著

减少(P <0.001),与其他学者报道较为接近
[ 5]
,肝细

胞水化状态诱发的[
3
H]亮氨酸[

3
H] TdR掺入量改变之

间呈非常显著正相关 ,提示肝细胞水化状对细胞内蛋

白和 DNA合成的影响是完全一致的 。

　　肝细胞水化状态使肝细胞膜 Na
+
 K

+
-ATP 酶活性

改变的规律及与 DNA和蛋白合成关系尚不清楚。肝

细胞容积改变后膜 Na
+
 K

+
-ATP 酶活性测定发现 ,随

培养时间延长与等渗组比较 ,高渗组膜酶活性逐渐增

高 ,低渗组则随时间延长逐渐降低 。将膜酶活性与

[
3
H]亮氨酸蛋白掺入量和[

3
H] TdR DNA 掺入量作相

关分析发现 , 低渗时两者呈非常显著负相关(P <

0.01),而高渗时呈非常显著正相关(P <0.001),说明

高渗时膜Na
+
 K

+
-ATP 酶激活 ,消耗细胞内能量 ,从而

影响细胞内蛋白和 DNA合成 ,而低渗时膜酶活性受抑

制 ,可能对细胞内蛋白和 DNA 合成有利。但是 Na
+
 

K
+
-ATP 酶活性改变是否通过其他机制 , 直接或间接

地影响细胞内蛋白或 DNA合成尚有待进一步研究。

　　培养上清液中反映肝细胞损伤的指标 ALT 、AST 、

LDH活性始终在正常临界范围波动 ,说明肝细胞肿胀

膜通透性增高 ,酶溢出略增加并非肝细胞病理性损害。

也进一步验证不同渗透压培养对鼠肝细胞蛋白和

DNA合成抑制及膜酶活性变化受细胞水化状态调节 ,

且这一改变属生理性
[ 1]
。
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　　(上接 489页)
注意气管插管位置的深度 , 一般为第 3、4 胸椎之间较适宜 , 同

时注意有无胸腔积液等 , 法四根治术后左心负荷增加 , 肺血骤

然增多 ,或者纵隔毛细淋巴管破裂 , 常出现胸腔大量积液 ,而影

响肺功能 , 使病人不能脱离呼吸机 , 本组发现大量胸腔积液 5

例 ,给予多次胸穿或胸腔引流 , 加强强心利尿后治愈。

2.3　水电解质的监测
　　成人法四 ,心肌应激性高 , 水电解质的微小变化均可引起

心律紊乱 , 术中术后要求严密监测钾 、钠 、氯和中心静脉压 , 尽

量维持在最佳状态 ,术后早期 1 ～ 2 h测量各项指标 1 次。

2.4　术后引流管管理
　　体外转流时间长 , 凝血因子进一步破坏 , 因此术后容易出

血[ 2] 。术后引流量较儿童明显增多 , 本组病人第一个 24 小时

胸腔引流量多在 500～ 800 ml ,个别病人达 1 000 ml以上。发生

心填塞而再次开胸 4 例 , 较之儿童为多。因此 , 术后要加强引

流管管理。及时挤压引流管 , 保持引流管通畅 , 防止弯折 、扭

曲 ,严格观察引流液的性质 、颜色和流出速度 , 密切注意血压 、

中心静脉压的变化。如引流连续每小时超过 200 ml , 或出现引

流量突然减少 ,心律增快血压下降 , 中心静脉压升高 , 尿量减少

等心包填塞征象 ,应尽早再次开胸止血。

2.5　肾脏功能的监护
　　由于长期慢性缺氧 ,不少病人术前就有不同程度的肾功能

损害 ,重症病人常有下肢浮肿 , 尿蛋白 ～  ,文献[ 3] 报道达

6.7%, 加之体外循环手术对肾脏的损伤 ,术后体内代谢产物增

多 ,进一步增加肾脏负担 , 血红蛋白尿对肾小管的损害 , 特别是

术后低心排进一步加重肾脏缺血缺氧 , 可导致急性肾功能衰

竭。本组 1例术后发生急性肾衰 ,抢救无效死亡。因而术后定

期检查肾功能 ,加强对尿量的观察 , 注意尿的颜色 、性质 、比重 、

保持尿管通畅 ,病情允许应尽早拔除尿管。 防止尿路感染 , 对

严重血红蛋白尿的患者应给予碱化尿液。 防止肾小管堵塞 , 尤

其注意积极纠正低心排综合症 ,防止缺氧和低血压是保护肾功

能的关键。

　　总之 ,成人法四术后并发症多 , 监护难度大 , 但只要手术治

疗满意 ,加强围手术期监护 , 手术仍可取得与儿童相似效果[3] 。
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